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略語一覧 
本学位論文で使用した略語を以下に示す 
 
AD; Atopic dermatitis 
BCA; Bicinchoninic acid 
BSA; Bovine serum albumin  
DAPI; 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DMEM; Dalbecco’s modified eagle medium  
EASI; Eczema Area and Severity Index 
EDTA; Ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA; Enzyme linked immune solvent assay  
HRP; Horseradish peroxidase 
Ig; Immunoglobulin  
LDH; lactate dehydrogenase 
NIH; National Institutes of health 
NHEK; Normal human epidermal keratinocytes 
PBS; Phosphate-buffered saline  
PBST; Phosphate-buffered saline with tween 20  
PDVF; PolyVinylidene DiFluoride 
PL; Plasmin 
PLG; Plasminogen 
RIPA; Radioimmunoprecipitation  
SC; Stratum Corneum 
S.D.; standard deviation 
SDS; Sodium Dodecyl Sulfate 
S/N; signal-noise ratio 
SCORAD; Scoring of Atopic Dermatitis 
TEWL; trans-epidermal water loss 
TARC; thymus and activation-regulated chemokine  
TJ; Tight junction 
TMB; 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine 
tPA; Plasminogen activator 
T-PER; Tissue Protein Extraction Reagent 
uPA; urokinase-type Plasminogen activator 
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緒論 
表皮構造とバリア機能 
皮膚は、身体の表面を覆う最大の体積を有する器官であり、外的環境から生
体内を守り、生体の恒常性維持に重要な役割を担う。皮膚は、表皮、真皮、皮
下組織から構成される。表皮は、皮膚でも最外層に位置し、皮膚バリア機能を
有し、外部からの化学的、物理的刺激や、細菌などの生物感染から生体内を守
るとともに、体内の水分蒸散を抑える。表皮の 95%は、表皮角化細胞（ケラチノ
サイト）から構成されており、ケラチノサイトは、表皮深部から体表面に移動
しながら分化（角化）する。この分化過程により表皮構造は４層に分類され、
深部側から基底層、有棘層、顆粒層、角層を形成する。基底層では、真皮と表
皮を隔てる基底膜上にある幹細胞からケラチノサイトが分裂して誕生し、周囲
の細胞から押し上げられるように上層へと遊走される[1]。顆粒層上層では、
Tight Junction (TJ)が発現し、ケラチノサイト間の結合を強化するとともに、
イオンや溶媒の輸送路となり、生体内の水分蒸散を防ぐとともに[2]、生化学的
なバリアを形成している[3,4]。さらに、TJ は、角層の区画化に重要なプロテア
ーゼのアクセスを顆粒層に維持することが報告されており、デスモソームの形
成において重要な役割と考えられている [5]。TJの脆弱化によるバリア機能破
綻は、様々な皮膚疾患を誘導することが知られており[6]、アトピー性皮膚炎の
発症の引き金となることが報告されている。角層は、ケラチノサイトの角化の
最終産物として核が消失して死んだ細胞が 10～20層重なっており、物理的バリ
アを担っている[7]。フィラグリンは、ケラチンを繊維化することで角層の形成
を促し[8,9]、フィラグリンの遺伝子変異による機能不全は、皮膚バリア機能不
全に大きく関わることが広く知られている[10-16]。これらのバリア機能に加え、
表皮には免疫システムにより、病原菌、アレルゲン、化学物質が表皮に侵入す
ると、ケラチノサイトがサイトカインを放出し、B細胞や T細胞をリンパ節に誘
導する。また、ランゲルハンス細胞と呼ばれる樹状細胞が表皮内に存在し[17]、
近年の研究では、ランゲルハンス細胞の樹状が TJを突き破り、皮膚表面に伸張
しアレルゲンを認識することが報告されている[18]。 
 
アトピー性皮膚炎の病態と評価法 
アトピー性皮膚炎は、紅斑、そう痒、皮膚バリア機能異常、および IgE感作
による免疫機能障害を特徴とする再発性のある慢性炎症性皮膚疾患であり
[19-21]、遺伝学的、免疫学的および環境的要因が複雑に絡まって発症すると考
えられている[22、23]。アトピー性皮膚炎患者の末梢血には、Th2 細胞の割合が
健常人よりも多く、Th2型免疫応答がアトピー性皮膚炎の病態への寄与が大きい
と考えられており[24-26]、アトピー性皮膚炎の特徴である血中好酸球や血清総
IgE値が上昇することからも、この仮説が支持されている。しかし、未だに正確
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な病因や発症機序は完全に解明されておらず、Th1型免疫応答が、アトピー性皮
膚炎の慢性期に生じる可能性や[27,28]、皮膚のバリア機能不全もアトピー性皮
膚炎における重要な要因と考えられている[29,30]。このようにアトピー性皮膚
炎の病因は非常に複雑であり、アトピー性皮膚炎患者の臨床的特徴は多様であ
る。アトピー性皮膚炎患者に対して最善の治療を行うには、これらの個々の臨
床的特徴および皮膚状態を正確に評価する必要がある。アトピー性皮膚炎の重
症度の評価は、Scoring of Atopic Dermatitis（SCORAD）[27]、Eczema Area and 
Severity Index（EASI）[31,32]などの視診指標や、いくつかのバイオマーカー
の測定などが行われている。バイオマーカーとしては、例えば、血液中の IgE
量[33]、thymus and activation-regulated chemokine (TARC) [34]、lactate 
dehydrogenase (LDH)[35]、CD30[36]、Macrophage-Derived Chemoattractant [37]、
interleukin-12、-16、-18、31 [35-39]などの指標が知られている。さらに、
近年では、局所的かつ非侵襲的に皮膚状態を評価する方法として、テープスト
リッピング法により角層を採取し、角層中のタンパク質をバイオマーカーとし
て評価し、皮膚状態を判定する方法が開発されている[43-45]。Enolase-1(ENO1)
は、アトピー性皮膚炎患者の角層中に多く発現しているタンパク質として報告
されている[46]。しかし、ENO1がアトピー性皮膚炎患者の角層で高発現してい
る理由や、アトピー性皮膚炎の病因や発生機序または皮膚状態とどのように関
わっているかは明らかではない。 
 
ENO1の皮膚における機能  
ENO1は、多くの生物に高次に保存され、生体内にユビキタスに発現している
タンパクである。細胞内の解糖系において、2-ホスホグリセリン酸からホスホ
エノールピルビン酸への反応を触媒する酵素として広く知られているが、その
他にも、細胞の成長制御、低酸素耐性、アレルギー反応など様々な生化学的プ
ロセスにおいて役割を果たす多機能酵素であることが報告されている[47-52]。
癌細胞や活性化された免疫細胞では、ENO1の発現が上昇するとともに、細胞質
から細胞表面に局在が移動し、Plasminogen receptorとして機能し、癌細胞や
活性化した免疫細胞の浸潤を促すことが報告されている[53-57]。また、ENO1と
Plasminogenの結合は、Plasminogenの kringleドメインが ENO1の C末端領域
に結合することが報告されており [58]、アミノカプロン酸やトラネキサム酸な
どのリジン類縁体によって結合が阻害されることが報告されている[59]。ENO1
の Plasminogen receptorとしての機能は、Plasminogenの濃度を細胞膜に局所
的に高め[60-66]、Plasminogenの活性化因子 tissue-type Plasminogen 
activator(tPA)や urokinase-type Plasminogen activator(uPA)によって、
Plasminに変換される [67]。さらに、ENO1は、Plasminの活性を Plasmin 
inhibitor（α2-antiPlasmin）による阻害から守ることが知られており [68]、
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総じて ENO1は Plasminの働きを促進するものと考えられる。Plasminは強力な
セリンプロテアーゼの 1種であり、線溶系に関わり、血液凝固抑制因子として
働く他、細胞外マトリクスやタイトジャンクションを分解する[69-73]。皮膚で
は、創傷治癒時の表皮基底層において、Plasmin が細胞運動や細胞分裂を促し、
皮膚の再構成に重要な働きをすると考えられている[72]。一方、アトピー性皮
膚炎の皮膚表面では、Plasminの活性が高く、ENO1と Plsaminogenの結合阻害
剤であるトラネキサム酸を塗布すると、アトピー性皮膚炎のバリア機能が改善
されることや occludinの発現上昇が促されることから[73]、Plasminは、皮膚
表面においてバリアを破壊する可能性が考えられる。これらのことから、
Plasminは、表皮の各領域に応じて生理学的意義が異なり、健常な皮膚機能を保
つには、発現の分布を制御することが重要と考えられる。ENO1が皮膚表皮細胞
でも、Plasminogen receptorとして機能すると仮定すると、表皮内の Plasmin
活性の分布に大きく関わることが考えられる。さらに、アトピー性皮膚炎の皮
膚表面において ENO1が多いことからも、アトピー性皮膚炎における Plasmin活
性の上昇の原因として、ENO1が関係するという仮説が考えられる。しかし、ENO1
の皮膚における機能は調べられておらず、アトピー性皮膚炎の病因や発生機序
との関わりも不明である。 
 
本研究の目的 
本研究は、アトピー性皮膚炎の角層中に多く含まれる ENO1について、その高
発現の原因を調べるとともに、皮膚機能との関係を明らかとし、皮膚状態を評
価するための新規バイオマーカーとしての可能性、アトピー性皮膚炎や皮膚状
態を改善する新たな標的としての可能性を検討することを目的として行った。
第１章では、多検体のヒト皮膚角層中の ENO1量を特異的、定量的かつ安定的に
評価する方法を確立するため、Sandwich Enzyme linked immune solvent assay
法(ELISA法)の開発を行った。第２章では、角層中 ENO1量がどのような皮膚状
態と関係するか知るため、角層中 ENO1量の性差、部位差、日差変動、年齢との
関係について調べた。さらにその試験結果に基づき、被験者を日本人女性に限
定して、角層中 ENO1量と皮膚バリア性の関係解析、角層中 ENO1量と角層の形
態的特徴との関係の解析を行った。第３章では、ヒト皮膚表皮内における ENO1
の局在分布を皮膚組織片の免疫染色法により観察し、アトピー性皮膚炎患者の
角層中で ENO1が多い原因について調べた。第４章では、ENO1の皮膚における機
能について調べるため、ENO1を過剰発現させた表皮細胞の解析を行い、バリア
機能との関係について解析した。さらに ENO1のバリア機能への影響が Plasmin
を介している可能性ついて、ENO1の Plasminogen receptorとしての機能、およ
び ENO1-Plasminogen結合阻害剤であるトラネキサム酸を表皮細胞へ添加した際
のバリア機能について評価を行った。 
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第１章 角層中 ENO1の ELISAによる定量方法の確立 
第１節 序論 
本研究では、ヒト角層中に高発現となる原因、さらに ENO1量と皮膚状態との
関係性について調べることを目的として行った。ヒト皮膚は、一般に、性別、
年齢、部位などの要因に加え、紫外線や温湿度などの外的要因により変化する
ため、ENO1の発現量もこれらの要因により影響を受けることが予想された。こ
のことから、多数の検体を複数回、長期にわたって安定的に定量する方法が必
要と考え、過去の報告で行われていた immuno bloting 法による方法ではなく、
Sandwich ELISA法による定量方法を新規に確立することとした。 
 
第２節 実験方法 
１－２－１ ELISA法確立の際に検討した試薬と検討の流れ 
Sandwich ELISA法の確立の際に検討した固相化抗体、検出抗体、検量線用精
製タンパク抗原およびタンパク希釈液（角層中タンパク抽出液）を Table 1-1
に示す。 
抗体 7種類に対して、それぞれ固相化抗体、検出抗体として 49通りの組み合
わせに、2種類の検量線用精製タンパク抗原(Table 1-2)、2種類のタンパク希
釈液(Table 1-3)をそれぞれ掛け合わせ合計 196通りの組み合わせについて、検
討を行った。まず、抗原濃度 30ng/mLと Blankとして希釈 Bufferのみを各組み
合わせに反応させて、Blankと抗原を添加した際の吸光差の大きい組み合わせを
選定した。さらに、選定された組み合わせに対し、濃度依存的な反応性を確認
するため、0.47～30ng/mLの精製タンパク抗原および希釈液のみ（Blank）を反
応させるとともに、角層の抽出液を反応させて、検量線内に検体の吸光度が納
まり、定量可能か確認を行った。さらに、反応特異性の確認を行うため、Western 
Blottingの検出値との相関性、アトピー性患者で高値となるか確認を行った。 
 
 Table 1-1 固相化または検出抗体一覧 
No. 抗体製品名,製品番号 製造社名 
#1 Rabbit polyclonal Antibody 
(H-300),#sc15343 
SantaCruz社 
#2 Mouse monoclonal antibody (9E4), 
#H00002023-M10 
Abnova社 
#3 Rabbit polyclonal Antibody, #ARP34374 Aviva system biology社 
#4 Rabbit polyclonal Antibody, 
NB100-65252 
Novus Biologicals社 
#5 Mouse monoclonal antibody (18H2), Novus Biologicals社 
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NBP1-42645 
#6 Mouse monoclonal antibody (37E4), 
NBP-1-47595 
Novus Biologicals社 
#7 Mouse monoclonal antibody (8G8), 
NBP1-69787 
Novus Biologicals社 
 
Table 1-2 検量線用精製タンパク抗原一覧 
No. 抗体製品名,製品番号 製造社名 
A α-Enolase recombinant protein, 
#ab89248 
Abnova社 
B α-Enolase recombinant protein, 
#α-Enolase(1-434)  
ACR社 
 
Table 1-3タンパク希釈用 Buffer一覧 
No. Buffer名 製造社名 
A T-PER buffer Thermo Fisher Scientific社 
B RIPA buffer Thermo Fisher Scientific社 
 
１－２－２  角層採取法および角層タンパクの抽出 
角層の採取には、2.4cm四方の角層チェッカー（アサヒプリテック社）を用い
てテープストリッピング法により、頬部の角層を採取した(Fig. 1-1)。採取の
際には、メークや化粧品などによる角層中 ENO1の定量性への影響を抑えるため、
採取前にメークを落とし、洗顔を行った後に、十分に水分を拭き取り、角層の
採取を行った。角層を採取した角層チェッカーは、あらかじめ 500mL の Tissue 
Protein Extraction Reagent (T-PER) buffer（Thermo Fisher Scientific 社）
または Radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer（Thermo Fisher Scientific
社）と、9mmのガラスビーズを入れた 2mLのエッペンチューブに入れて、ガラス
ビーズ破砕機（TOMY社）により、4℃で冷却しながら、4600rpmで 3分間振盪破
砕させて角層細胞中のタンパク質を溶媒中に抽出した。尚、被験者間の角層中
ENO1量を比較する際には、角層チェッカーにより採取された角層量の誤差を補
正するため、Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Fisher 
Scientific社)を用いて総タンパク量を定量し、総タンパク量 1µg当たりの ENO1
量により比較を行った。 
  
１－２－３  ELISA反応 
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ELISA反応は、96 well plate(IWAKI社)を用いて行った。固相化抗体を 96 well 
plateへ結合させるため、Phosphate-buffered saline (PBS)に固相化抗体を
2ug/mLの濃度で希釈し、100μL/well添加し、25℃ で 1晩インキュベートし
た。次に、Blocking処理を行うため、StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer 
(Thermo Fisher Scientific社)を 200μL/ Well添加し、添加直後に後述の wash
を行った。さらに、精製タンパク抗原または角層タンパクの抽出液を 100μ
L/well添加し、抗原と固相化抗体との結合反応を行うため 37℃で 2時間イン
キュベートした。抗原の残液を洗浄後、あらかじめ Biotin Labeling Kit-NH2
（同仁化学研究所）を用いてビオチン標識化された検出抗体を 1ug/mLとなる
よう StartingBlock™ (PBS) Blocking Bufferで希釈した後、96 Well plate
に 100μL/well添加し、抗原と検出抗体の結合反応を 37℃で 1.5時間インキ
ュベートして反応させた。その後、Streptavidin-Horseradish peroxidase 
(HRP)（R&D社）を Reagent Diluent（R&D社）で 100倍に希釈して、100μL/well
添加し 30分間 37℃でインキュベートさせた。さらに、3, 3', 5, 
5'-tetramethylbenzidine（TMB）基質（Thermo Fisher Scientific社）を 100
μL/well添加して酵素反応により発色させ、20分後に 1N硫酸(関東化学社)
を 100μL/well添加して酵素反応を停止した。反応停止後、Spectra MAX190 
(Molecular Device社)を用いて 450nmの光波長で各ウェルの吸光度を測定し
た。尚、反応停止を除く各工程間の washには 0.05% Tween20/PBS (PBST)(Thermo 
Fisher Scientific社)を 200μL/wellを用いて 3回の洗浄操作を行った。 
 
１－２－４ Western blotting法との相関解析による特異的反応性の確認 
本検討で確立した ELISA法が、ENO1を特異的に定量可能か確認するため、同
一の角層タンパク抽出液を ELISA法および Western blotting法を用いてそれぞ
れ検出し、ELISAの定量値と Western blotting法の発光検出輝度値との相関性
を確認した。Western blottingを行う際には、２－１－２の方法で抽出した角
層検体を Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Fisher 
Scientific社)を用いてタンパク量を定量し、タンパク量が均一なるよう各検
体を希釈した後、15% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-ポリアクリルアミドゲル
（BIO-RAD社）を用いて電気泳動し、PolyVinylidene DiFluoride (PDVF)膜
（BIO-RAD社）に転写した。転写した膜を StartingBlock™ (PBS) Blocking 
Bufferを用いて室温で 30分間ブロッキング処理を行った後、1次抗体を 5000
倍希釈し、4℃で 1晩インキュベートした。0.1% PBSTで洗浄した後、2次抗体
を 10000倍希釈して添加し、室温で 1時間穏やかに振盪させながらインキュベ
ートした。さらに 0.1%PBSTで洗浄した後、ECL prime western blotting 
detection reagent (GE Healthcare社)で 5分間インキュベートした後、LAS-4000
（FUJIFILEME社）を用いて発光検出を行った。 
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1次抗体：Anti-ENO1 Mouse monoclonal antibody (abnova社)、2次抗体: 
Anti-Mouse IgG HRP antibody(Invitrogen社) 
 
１－２－５ 被験者 
■被験者１ ELISA系の確立検討試験に用いた角層 
ENO1の ELISA系の確立検討試験を実施するに当たり、角層検体の反応性とヒ
ト角層中 ENO1量のおおよその濃度分布を知る必要があり、35名の男女（27～
45歳、2名の軽度なアトピー性皮膚炎患者を含む）に協力いただき、頬部の角
層検体を採取した。 
 
■被験者２ 健常者、アトピー性皮膚炎患者の ENO1量比較試験 
本検討で確立した ELISA法でも、過去に報告のあるアトピー性皮膚炎患者の
角層中 ENO1量が高値に検出されるか調べるため、アトピー性皮膚炎患者 37名
の女性と比較対象として健常女性 127名の頬部角層を採取した。 
 
※被験者１による試験は、株式会社ファンケル 総合研究所の倫理委員会により、
被験者２は、株式会社ファンケル 総合研究所および東邦大学大橋病院の倫理委
員会に承認され、ヘルシンキ宣言の原則に従って行われ、すべての被験者は、
インフォームド・コンセントを受けた後、同意を得て試験に参加した。 
 
１－２－６ 統計解析 
 得られた値は各群の平均値±標準誤差として示した。全ての統計解析は、
BellCurve for Excel ver.7.0（ソーシャルサーベイリサーチインフォメーショ
ン株式会社）を用いて実施された。解析方法は t検定を使用し、 p 値が 0.05未
満を統計学的に有意であるとした。 
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Fig. 1-1 角層を採取する角層チェッカーと頬部の採取方法 
角層チェッカーを頬部に貼り付け、チェッカーに均一に採取されるよう、チ
ェッカーの上から数回繰り返し指を押し付けた後、シールを剥がして採取した。 
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第３節 実験結果 
１－３－１ 抗体、抗原、希釈液の組み合わせ検討 
角層中 ENO1量の Sandwich ELISA法のよる定量方法を確立するため、市販の
抗体 7種類を固相化または検出用抗体として 49通りの組み合わせに対して、2
種の抽出用 Bufferおよび検量線を作製するための 2種類の精製タンパク抗原に
ついて総当たりに反応性の検討を行った。まず、精製タンパク抗原 30ng/mLに
対する反応性を確認し、組み合わせの絞り込みを行った。その結果、RIPA Buffer
を希釈液として用いた組み合わせのうち、Table 1-1の固相化抗体 #2、#3と検
出抗体 #7、Table 1-2の精製タンパク抗原 Aの組み合わせが、Blankとの吸光
度差が大きかった。一方、RIPA bufferを用いたその他の組み合わせや、T-PER 
Bufferを希釈液として用いた組み合わせでは、吸光度の差が著しく低かった。
精製タンパク抗原 Aを用いた全組み合わせの吸光度差を Fig. 1-2に示す。この
ことから、希釈液を RIPA Buffer、固相化抗体 #2,#3の 2種、検出抗体 #7、
精製タンパク抗原 Aの組み合わせに絞った。 
 
１－３－２ 精製タンパクの濃度依存性の確認 
１－３－１の項で絞った、RIPA bufferを希釈液とした#2-#7-A、#3-#7-A（固
相化抗体-検出抗体-精製タンパク抗原）の組み合わせについて、精製タンパク
抗原の濃度依存性の検証を行った。精製タンパク抗原の濃度は、4倍公比で 4
点（0.47～30ng/mL）、および Blankを加えた合計 5点で行った。その結果、ど
ちらの組み合わせにおいても 5回の測定において濃度依存性が認められたが（R 
= 0.998～1.000; n=5）、低濃度域の検量線の形状に違いがあり、#2-#7の組み
合わせの方が全体的に低濃度でも吸光度差が大きく、また、比較的にアッセイ
間差も少なかった（#2-#7-A; CV値:8%～22%, #3-#7-A; CV値:14%～31%）（Fig. 
1-3）。 
 
１－３－３ 角層中 ENO1量の定量 
１－３－２の項で濃度依存性が確認された#2-#7-A、#3-#7-A の組み合わせの
sandwich ELISA系を用いて、角層中の ENO1量が検出可能か確認するため、男
女 35名の頬部角層タンパクの測定を行った。その結果、#2-#7の組み合わせの
方が、角層中 ENO1量を示す吸光度が高く、また１－３－２で検討した検量線の
濃度範囲に含まれるサンプルが多かった(Fig. 1-4)。本結果と１－３－２の項
で得られた低濃度域の感度およびアッセイ間差が低いことを考慮して、#2-#7-A
の組み合わせを優先的に特異性の確認を行うこととした。 
 
１－３－４ Western blotting法との相関性 
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 １－３－３で絞りこんだ#2-#7-Aの組み合わせについて、ENO1量を特異的に
検出しているか確認を行うため、8名の角層検体を Western blotting法と本
Sandwich ELISA法でそれぞれ測定し、Western blotting法での検出輝度値と大
小関係が一致するか比較した。その結果、Western blotting法で検出された輝
度値と Sandwich ELISAで検出された濃度に強い相関性が認められ（R = 0.979, 
P < 0.001）、大小関係も一致していた。このことから、本 ELISA法により特異
的に定量が可能であると考えられた（Fig. 1-5 ）。 
 
１－３－５ 健常者とアトピー性皮膚炎患者の角層中 ENO1量の比較 
角層中 ENO1量は、健常者に比べてアトピー性皮膚炎患者の角層で多いという
報告がある[31]。本検討で確立した ELISA法により、健常者とアトピー性皮膚
炎患者との角層中 ENO1量の違いについて定量的の再現性を確認するため、アト
ピー性皮膚炎患者 37名の女性と比較対象として健常女性 127名の頬部角層中
ENO1量の測定を行った。その結果、アトピー性皮膚炎の角層中 ENO1量（105 ± 
225 pg/µg protein: 平均値 ± 標準偏差）は、健常者（9 ± 37 pg/µg protein）
に比べて有意に高いことが確認され、平均値として約 10倍程度異なることがわ
かった（Fig. 1-6）。 
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Fig. 1-2 抗原 Aを用いた際の抗体組み合わせ検討結果グラフ 
上段 RIPA Bufferを精製タンパク抗原希釈液として用いた際の、30ng/mLの
吸光度から Blankの吸光度を差し引いた値を示す。 
下段 T-PER Bufferを精製タンパク抗原希釈液として用いた際の 30ng/mLの
吸光度から Blankの吸光度を差し引いた値を示す。 
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Fig. 1-3 ENO1の精製タンパク抗原による濃度依存性グラフ 
#2-#7,#3-#7の組み合わせによる、精製タンパク抗原を用いた濃度依存性のグ
ラフを示す。値は、Blankとの吸光度差を示し、エラーバーは標準偏差を示す。 
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Fig. 1-4 35名の角層中 ENO1を測定した吸光度のヒストグラム 
 左 #2-#7の組み合わせで角層中 ENO1量を測定した際の Blankとの吸光度差 
右 #3-#7の組み合わせで角層中 ENO1量を測定した際の Blankとの吸光度差 
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Fig. 1-5 ELISA法と Western blotting法による角層中 ENO1量の相関性 
8名の角層中 ENO量を ELISA法により測定した値（pg/ ug protein）と Western 
Blotting法による検出値との相関グラフを示す。 
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Fig. 1-6 健常者とアトピー性皮膚炎患者の角層中 ENO1量の比較 
 健常者（Healthy subject）に比べて有意にアトピー性皮膚炎患者（AD patient）
の角層中 ENO1量が多い（P < 0.001）。 
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第４節 考察 
本研究では、ヒト角層中の ENO1量と皮膚機能との関係を調べるにあたり、多
検体のヒト角層中の ENO1量を安定的に測定する必要があると考えた。Sandwich 
ELISA法は、固相化抗体と検出抗体の二種類の抗体を用いて、抗原を定量する方
法で、直接法や競合法などの他の ELISA 系と比較して感度が高いことや、検体
から抗原を精製する必要がないことなどの利点がある。本研究では、これらの
簡易的かつ感度の高い点を考慮して、新規に Sandwich ELISA法の確立を試みた。
Sandwich ELISA法の検討には、抗体、抗原、抽出液による 196通りの組み合わ
せに対して、まず精製タンパク抗原による反応性を確認した。T-PER Bufferで
精製タンパク抗原を希釈した組み合わせでは、いずれも吸光度が検出されなか
ったが、RIPA Bufferでは 2組の組み合わせにおいて、高い吸光度が検出された。
両組み合わせは、検出抗体は、Mouse mono clonal 抗体に共通され、固相化抗体
がそれぞれ、Rabbit poly clonal抗体、もう一方が Mouse mono clonal抗体で
あった。これらの 2組の組み合わせに対して濃度依存性および角層中 ENO1量の
検出性を確認した。一般に、固相化抗体を poly clonal抗体を用いて検出する
Sandwich ELISA系は、感度が高く、mono clonal抗体を用いた場合は、特異性
が高い傾向にあるとされているが、本検討では、mono clonal抗体を固相化抗体
の方が検出感度が高く、ばらつきも少なかった。mono clonal抗体を固相化用と
して用いた場合、抗原を捕捉した際の抗原の配向性が均一化すると考えられる
が、本研究で試験した固相化用 mono clonal抗体の抗原捕捉時の抗原の配向性
が、検出抗体と結合するのに有利であった可能性が考えられる。さらに、この
感度が高かった mono clonal抗体の組み合わせについて、Western blotting法
との相関性を確認したところ、高い相関性が得られた。Sandwich ELISA法では、
2種の抗体に特異性を依存するのに対し、Western blotting法では、総タンパ
クを分子量で分離してから抗原抗体反応により検出するため、両測定間で高い
相関性が得られたことは、本 ELISA法で検出した抗原が、分子量的にも確から
しい可能性が高く、特異性が高いと考えられた。また、検討段階における 5回
の検量線の CV値は、8%～22%であり低濃度側でばらつきが高い傾向にあったが、
1.6倍程度の ENO1量の変化を有意な差として検出可能と考えられる。アトピー
性皮膚炎患者と健常者の差は約 10倍程度であり、後述の第３章で調べた頬部角
層の性差は、2.3倍、日差変動は 2.5倍程度あったことから、これらの差を比較
する上で十分な検出精度が得られていると考えられた。さらに、過去に報告の
あったアトピー性皮膚炎患者の角層中 ENO1量が健常者に多いという点について、
本検討で確立した ELISA法でも検証を行い、再現性が得られた。これらのこと
から、同 ELISA法は、角層中 ENO1量を特異的かつ安定的に測定可能と考えられ、
本研究におけるヒト角層中 ENO1量を測定するのに採用した。 
 
20 
 
第２章 皮膚と角層中 ENO1量の関係解析 
第１節 序論 
 アトピー性皮膚炎は、病因および発生機序が複雑であり、臨床的特徴は多様
であり個々に異なる。このことから、アトピー性皮膚炎患者の最良の臨床的治
療を行うためには、臨床的特徴および状態を正確に評価することが重要といえ
る。アトピー性皮膚炎の重症度を評価する方法は、病変部の視診と血液の生化
学検査が主に用いられている。しかし、前者の方法は、主観評価に依存してお
り、時に評価者内および評価者間の変動が生じることが指摘されている[76]。
また、後者の方法として、血清中の好酸球数、総 IgE量および乳酸脱水素酵素
（LDH）などの血液パラメータの評価を行うが、依然として多様な臨床的特徴を
や重症度を正確かつ客観的に評価することは困難である。これらのことから、
アトピー性皮膚炎皮膚病変の臨床状態および特徴をよりよく反映し、信頼性の
高い新たなバイオマーカーの確立が求められている。近年、局所的かつ非侵襲
的に皮膚状態を評価する方法として、テープストリッピング法により角層を採
取し、採取した角層中のタンパク質をバイオマーカーとして評価する新たな皮
膚の評価法が開発されている[44,45]。ENO１は、アトピー性皮膚炎患者の角層
中に高発現しているタンパク質として発見されたタンパクの一つである [46]。
これは、角層中の ENO1量を評価することが、皮膚状態を評価する新たな方法と
なる可能性や、ENO1がアトピー性皮膚炎を治療する新たな標的と成り得る可能
性が期待される。しかし、ENO1がアトピー性皮膚炎患者の角層中に多く含まれ
る原因や、皮膚における機能、特にアトピー性皮膚炎の病因や発生機序との関
係は明らかではない。本研究では、角層中の ENO1量と皮膚状態との関係を調べ
ることを目的とし、まず、研究の対象とする被験者を限定するため、被験者の
性別、部位、日差変動、年齢との関係について解析を行った。その上で、被験
者を女性に限定し、角層中 ENO1量とバリア機能の指標である角層水分量、
trans-epidermal water loss (TEWL)、および皮膚の代謝、乾燥、不全角化の指
標とされる角層細胞の形態的特徴との関係解析を行った。 
 
第２節 実験方法 
２－２－１ 角層採取、角層水分量、TEWLの測定環境 
角層採取および角層水分量の測定、TEWLの測定の際には、メークや化粧品に
よる測定への影響をなくすため、市販の洗顔料を用いて、メークを落とし、洗
顔を行った後、十分に水分を拭き取り、発汗や洗顔時に付着した水分を蒸散さ
せるため、室温 25℃、湿度 40～60%の部屋で 10分程度安静にした後、角層の採
取および２－２－３の項の機器測定を行った。 
 
２－２－２ 角層中 ENO1量の定量 
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１－１－２の項で示した方法と同様、テープストリッピング法により、各部
位の角層を採取し、角層中のタンパクを RIPA Bufferにより抽出した。角層中
ENO量は、第 1章で確立した sandwich ELISA法を用いて、前述の１－１－３の
項に従って定量した。また、BCA protein assay kit を用いて、抽出した角層タ
ンパク抽出液の総タンパク量を定量し、採取した角層量の誤差を補正するため、
被験者間の角層中 ENO1量を比較する際には、総タンパク量 1µg当たりの ENO1
量により比較を行った。 
 
２－２－３ 角層水分量と TEWLの測定 
角層中 ENO1量と皮膚バリア機能との関係を調べるため、頬部の角層水分量お
よび TEWLの測定を行った。角層水分量は、Corneometer CM 820 (Khazaka社)
を用いて、皮膚表面の電気伝導度を測定した。解析には、測定誤差を考慮し、5
回測定したうちの最大最小を除いた 3回の測定値を平均した値を用いた。また、
TEWLは、Vapo-Meter (Keystone Scientific社)を用いて、単位面積・時間当た
りの皮膚の水分蒸散量を測定し、2回測定した平均値をデータ解析に用いた。 
 
２－２－４ 角層細胞の形態的評価 
角層細胞の形態的特徴として、細胞面積、重層剥離度、有核細胞率が評価に
用いられている。細胞面積は角層のターンオーバーの速度、重層剥離度は角層
の水分量や剥離酵素の活性、有核細胞率は不全角化とのそれぞれ関係すること
が知られている [77,78]。これらの形態的特徴を評価するため、角層細胞を
Brilliant Greenおよび Gentian Violetによる染色（BG染色）を行い、細胞の
形状および核の可視化を行った。染色には、Brilliant Green（MeRCK社）と
Gentian Violet B（関東化学社）をそれぞれ 1%、0.5%（wt %）となるよう蒸留
水に溶解し、採取した角層チェッカーを 10分間浸潤させた後、蒸留水で洗浄し
た。洗浄後十分に乾燥させた後、マイクロスコープ（キーエンス社）を用いて
500倍の倍率で画像を取得し、細胞形態の評価を行った。撮像した角層細胞の形
態について、細胞面積、重層剥離度、有核細胞率の 3項目の評価を行った。角
層細胞の面積は、Image J (National Institutes of health（NIH）)を用いて 1
細胞当たりの細胞面積を各視野で算出し、さらに 3視野内の平均面積を検体固
有の値として解析に用いた。また、有核細胞率は、Image Jを用いて、視野内の
全細胞数当たりの有核細胞数を算出し、さらに、3視野内の平均値を検体固有の
値として解析に用いた。重層剥離度は目視判定により、その量に応じてスコア
1(重層が多い)からスコア 5(重層が少ない)までの 5段階にスコア化して評価し
た。判定者による主観的変動を防ぐため、あらかじめ評価基準（Fig. 2-1）を
用いて目合わせした 3名の測定者によりスコア化し、平均値をデータ解析に用
いた。 
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２－２－５ 被験者 
■被験者１ 角層中 ENO1量の性差比較試験 
角層中 ENO1量が男女間で差異があるか確認を行うため、健常日本人男性 78
名、健常日本人女性 80名（男女ともに 20代～60代）を対象に、角層を採取し、
角層中 ENO量の比較を行った。 
 
■被験者２ 角層中 ENO1量の部位比較試験 
角層中 ENO1量が身体の各部位で異なるか調べるため、健常日本人女性 39名
の前腕内側部、上腕内側部、頸部、頬部の 4か所の角層を採取し、角層中 ENO1
量の比較を行った。 
 
■被験者３ 頬部角層中 ENO1量の日差変動試験 
同一被験者の角層中 ENO1量の日差変動を調べるため、健常日本人女性 35名
の頬部を、12日間で 4回（最初の採取から１、３、７、１２日目）の角層を採
取し、それぞれ角層中 ENO1量の変動を確認した。 
 
■被験者４ 角層中 ENO1量の加齢変化および皮膚バリア機能との関係試験 
年齢による角層中 ENO1量の変化、および皮膚のバリア機能との関係を調べる
ため、10代（19名）、20代（40名）、30代（43名）、40代（43名）、50代
（42名）、60代（20名）の健常日本人女性の頬部角層を採取し、角層中 ENO1
量の測定を行った。さらに、皮膚バリア機能との関係を調べるため、各被験者
の頬部の角層水分量、TEWLを２－２－３の項に従い測定した。 
 
■被験者５ 角層中 ENO1量と角層細胞の形態的特徴との関係解析 
 角層中 ENO1量と、皮膚状態との関係を調べるため、角層細胞の形態的特徴と
の関係を調べた。一般に、健常者の頬部角層では、有核細胞が観られることは
稀であるため、本試験では形態的特徴との解析を行うにあたり、アトピー性皮
膚炎患者の角層を採取することした。皮膚科通院中の 24名の軽症～中等度と医
師により診断されたアトピー性皮膚炎患者の頬部角層を採取し、角層中 ENO1量
と角層の形態的特徴との関係を調べた。 
 
※被験者１、２、３による試験は、株式会社ファンケル 総合研究所の倫理委員
会により、被験者４、５は、株式会社ファンケル 総合研究所および東邦大学大
橋病院の倫理委員会に承認され、ヘルシンキ宣言の原則に従って行われ、すべ
ての被験者は、インフォームド・コンセントを受けた後、同意を得て試験に参
加した。 
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２－２－６ 統計解析 
 得られた値は各群の平均値±標準誤差として示した。解析には、BellCurve for 
Excel ver.7.0（ソーシャルサーベイリサーチインフォメーション株式会社）を
用いて行った。検定方法は、2群間では t検定、多群間比較にはウィルコクソン
順位和検定を使用し、相関解析は、Pearson の相関解析法により検定を行った。
p値が 0.05未満を統計学的に有意であると判断した。 
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Fig. 2-1 角層細胞の形態評価スコアの評価基準 
 角層の重層剥離度を評価するための目視判定基準。重層剥離度はスコア１（重
層剥離が多い）～５（重層剥離が少ない）の 5段階スコアで評価を行った。 
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第３節 実験結果 
２－３－１ 角層中 ENO１量の性差 
 本研究を進めるに当たり、角層中の ENO1量と、皮膚状態との関係を調べるこ
とを目的としているが、その際、被験者の性別、部位差、日差変動性、年齢に
よる違いを考慮する必要があると考え、これらの要素による角層中 ENO1量の差
や変動の程度を調べることとした。まず、被験者の男女間の違いについて、健
常な日本人男性 78名、女性 80名の角層中 ENO1量を調べたところ、男性 （43.89 
± 28.51 pg/µg protein : 平均値 ± 標準偏差）と女性 （18.74 ± 10.52 pg/µg 
protein）間で有意な差が認められ(P < 0.001)、男性の方が、角層中に含まれ
る ENO1量が多かった(Fig. 2-2)。 
 
２－３－２ 角層中 ENO１量の部位差 
ヒト皮膚における部位による差を調べるため、健常日本人女性 39名の前腕内
側部、上腕内側部、頸部、頬部の 4か所の角層を採取し、角層中 ENO1量の比較
を行った。前腕内側部 （2.41 ± 4.84 pg/µg protein）、上腕内側部（3.90 ± 
14.40 pg/µg protein）、頸部（14.72 ± 22.85 pg/µg protein）、頬部（21.42 
± 35.02 pg/µg protein）であり(Fig. 2-3)、いずれの部位間でも差があるこ
とが分かった（前腕内側部 vs 上腕内側部: P = 0.021, 前腕内側部 vs 頸部: P 
= 0.002, 前腕内側部 vs 頬部: P < 0.001, 上腕内側部 vs 頸部: P < 0.001, 前
腕内側部 vs 頬部: P < 0.001, 頸部 vs頬部: P < 0.001,）。 
 
２－３－３ 角層中 ENO１量の日差変動 
角層中 ENO1の日差変動を調べるため、健常日本人女性 35名の頬部を、12日
間で 4回（１、３、７、１２日目）に分けて角層を採取し、それぞれ角層中 ENO1
量の変動を確認した。その結果、35名の 4回の平均値は、1.64～18.03 pg/µg
であり、これまでの測定した健常日本人女性とほぼ同値を示した。さらに日差
変動をみると、個人差はあるものの、CV値 17.8～64.0%程度のバラツキがあり、
4回の最大最小の Ratio値は、2.54 ± 0.93 倍(平均値 ± 標準偏差)であり、
最も差が大きかった被験者では 5.88倍の違いがあった(Fig. 2-4)。尚、個々の
バラツキはランダムに生じており、採取日や測定による誤差の影響はないもの
と判断された。 
 
２－３－４ 角層中 ENO１量の加齢変化 
 年齢と角層中 ENO1 量の関係を調べるため、健常日本人女性 10 代（19 名）、
20代（40名）、30代（43名）、40代（43 名）、50 代（42名）、60代（20名）
の頬部角層を採取し、角層中 ENO1量を測定した。その結果、10代 （28.89 ± 
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42.28 pg/µg protein）、20代 （23.43 ± 39.43 pg/µg protein）、30代 （31.09 
± 37.55 pg/µg protein）、40代 （16.71 ± 26.65 pg/µg protein）、50代 （12.14 
± 13.31 pg/µg protein）、60代 （16.18 ± 23.99 pg/µg protein）であり、
年齢で多少の低下傾向があったものの有意な差は認められなかった(Fig. 2-5)。 
 
２－３－５ 角層中 ENO1量と皮膚バリア機能指標との関係 
皮膚中の ENO1とバリア機能との関係について調べるため、２－３－４と同一
の 10代～60代の健常日本人女性 207名の角層中 ENO量と TEWLおよび角層水分
量との相関解析を行った。その結果、角層中 ENO1量と TEWLは、弱い正の相関
を示し（R = 0216, P = 0.002）、角層水分量とは、弱い負の相関が認められた
（R = 0.292, P < 0.001）。一般に、TEWLは、体内からの水分蒸散量であり皮
膚バリア機能と反比例し、角層水分量は、角層の保有する水分量で皮膚バリア
機能と比例するため、本実験結果からは、角層中 ENO1量が多いほど、バリアが
弱くなるという傾向が示された(Fig. 2-6)。 
 
２－３－６ 角層細胞の形態的特徴と角層中 ENO1量の関係 
ENO1と角化状態との関係性を調べるため、24名の女性のアトピー性皮膚炎患
者の角層中 ENO1量と角層の形態的特徴（細胞面積、重層剥離度、有核細胞率）
との相関解析を行った。その結果、角層中 ENO1量は、有核細胞と負の相関があ
り（R=0.729,P < 0.001）、一方、重層剥離スコア、細胞面積スコアとは相関関
係が認められなかった（Fig. 2-7）。また、本試験で測定したアトピー性皮膚
炎患者の角層中 ENO1は、44.7 ± 55.86 pg/µg proteinであり、本研究で測定
した各試験の健常者のそれに比べて多かった。 
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Fig. 2-2 角層中 ENO1 量の性差 
 女性と男性の頬部角層中 ENO1量を示す箱ひげグラフ。男性は、女性に比べて
角層中 ENO1量が多いことを示す。***p < 0.01 
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Fig. 2-3 角層中 ENO1 量の部位差 
 前腕内側部、上腕内側部、頸部、頬部の角層中 ENO1量の比較を示す箱ひげグ
ラフ。角層中 ENO1量は、各部位によって量が異なることを示す。*p < 0.05、**p 
< 0.01、***p < 0.01 
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Fig. 2-4 35名の角層中 ENO1量の日差変動 
35名の角層中 ENO1量を 4回測定した際の分布を示す箱ひげグラフ。横軸は、
測定の平均値で低い順に並べたヒトの順位を示している。 
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Fig. 2-5 角層中 ENO1 量と年齢との関係 
 角層中 ENO1量の年齢との関係を示す箱ひげグラフ。加齢による角層中 ENO1
量の顕著な違いは認められないことを示す。 
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Fig. 2-6 角層中 ENO1 量と皮膚バリア指標との相関解析グラフ 
左 角層中 ENO1量と TEWLの相関解析グラフ 
右 角層中 ENO1量と角層水分量（water content）の相関解析グラフ 
角層中 ENO量と TEWLは正の弱い相関を示し、角層水分量とは、良さい負の相関
があることを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-7 角層中 ENO1 量と角層の形態的特徴の相関解析 
左 角層中 ENO1量と重層剥離度 (desquamative state of SC)との相関グラフ 
中央 角層中 ENO1量と細胞面積 (the corneocyte area)との相関グラフ 
右 角層中 ENO1量と有核細胞率 (rate of nucleated corneocytes)との相関グ
ラフ 
角層中 ENO1量と重層剥離度および細胞面積とは相関がないが、有核細胞率と正
の相関があることを示す。 
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第 4節 考察 
本章では、角層中の ENO1量と、皮膚状態との関係を調べることを目的として
試験を行った。本試験を行うに先立ち、被験者の性差、部位差、日差変動性、
年齢との関係について調べ、皮膚状態以外の角層中 ENO1量の変動要因について
調べた。 
その結果、角層中 ENO1量は性差、部位差があることがわかった。性差は、平
均値で比較で、約 2.3倍男性の方が多く、部位差は、少ない順に前腕内側部、
上腕内側部、頸部、頬部であり、部位によって顕著に ENO1量は異なった。この
ことから、性別および部位を限定した試験が必要であると考えられ、本研究で
は、被験者を女性、対象部位を頬部に限定して試験を実施することとした。さ
らに、日差変動の解析の結果から、角層中 ENO1量は、日常での生活で約 2.5倍
程度変動することが分かった。第１章ではアトピー性皮膚炎患者と健常者の角
層中 ENO1量は 10倍程度異なることから、健常者での日常の変動を考慮しても、
アトピー性皮膚炎患者の ENO1量は顕著に高いことがわかった。さらに、年齢と
の関係を解析したところ、加齢により、ENO1 量が若干の低下傾向はあったもの
の、有意な差は認められず、本試験では、年代による制限は行わなかった。こ
れらのことを踏まえて、本研究における角層中 ENO1量と皮膚状態との関係を調
べる際には、女性の頬部の角層に限定して解析を行うこととした。 
次に、207名の健常な日本人女性の角層被験者の角層中 ENO1量と、皮膚バリ
ア機能の指標である角層水分量、TEWLとの関係について相関解析を行い、角層
水分量とは負の弱い相関、TEWL と正の弱い相関が認められた。このことから、
角層中 ENO1量が多いと皮膚バリア機能が弱い傾向にあり、角層中 ENO1量の測
定は、新たな皮膚バリア機能の評価法となる可能性が期待される。皮膚のバリ
ア機能は、アトピー性皮膚炎発症の引き金とも考えられており[29,30]、皮膚状
態を評価する上でも重要な指標である。本試験では、健常者女性を対象として
試験を行ったが、アトピー性皮膚炎患者の TEWLは健常者に比べて 10倍程度高
いことが報告されており[79]、アトピー性皮膚炎患者の皮膚バリア機能との関
係性についても調べる必要があると考えられる。また、角層細胞の形態的特徴
との相関解析を行ったところ、角層中 ENO量と有核細胞率に相関が認められた。
有核細胞率は、基底層の皮膚が未熟な状態で皮膚表層まで表出する不全角化に
より生じることが知られており、アトピー性皮膚炎の特徴の一つとしても知ら
れている[80]。アトピー性皮膚炎の角層中に ENO1量が多かったことは、不全角
化の状態を捉えていた可能性が考えられる。このことから、角層中 ENO1量の定
量は、不全角化の新たな指標としても用いることが可能と考えられる。 
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第３章 ヒト皮膚における発現分布 
第１節 序論 
ENO1は、アトピー性皮膚炎患者の角層中に高発現していることが報告されて
おり[43]、本研究で確立した ELISA法によっても、第一章においてその再現性
を確認した。しかし、ENO1がアトピー性皮膚炎患者の角層で高発現している理
由は依然明らかではない。本研究第 2章では、角層の形態的特徴との相関解析
を行った。その結果、角層中 ENO量と角層の有核細胞率と相関関係にあり、表
皮中の ENO1量は、不全角化と関係する可能性が示された。本章では、皮膚表皮
におけるヒト表皮角化細胞の角化と、ENO1量との関係を調べるため、健常なヒ
トの皮膚組織の ENO1を免疫蛍光染色法により可視化し、その皮膚表皮における
発現の分布を観察した。 
 
第２節 実験方法 
皮膚組織切片の免疫蛍光染色 
皮膚中での ENO1の分布を観察するため、皮膚組織切片の蛍光免疫染色を行っ
た。23歳、24歳、28歳、61歳 2名および 68歳の Cauacasian女性の腹部由来
の 4％パラホルムアルデヒドで固定されたヒト皮膚組織を KAC 社（Kyoto、Japan）
から購入した。各皮膚組織をパラフィン内に包埋後 5 µmに薄切し、スライドガ
ラス上に接着させた後、mouse and rabbit specific HRP/DAB（abcam社） を用
いて 15分間ブロッキング処理を行った。さらに後述の 1次抗体を 1% Bovine 
serum albumin (BSA)/PBSを用いて 500倍に希釈し、4°Cで約 20 時間静置した。
0.05％PBSTで洗浄した後、さらに、Anti-Mouse IgG Alexa Fluor 488抗体を 1000
倍、細胞核染色用の 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI）（Thermo Fisher 
Scientific社）を 5000倍になるよう、StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer
により希釈し、30分間蛍光標識反応を行った。さらに、0.05％PBSTで洗浄した
後、走査型共焦点レーザー顕微鏡 FV-1000（Olympus）を用いて、40倍の dryレ
ンズにより各皮膚組織切片の蛍光像を撮像した。得られた画像を元に、Image J
を用いて角層と、表皮の基底膜から顆粒層の蛍光強度を数値化し、ENO1発現の
差異を調べた。解析の際には、基底膜から顆粒層における単位面積当たりの ENO1
の蛍光強度を１として、角層の単位面積当たりの蛍光強度を比較した。 
 
第３節 実験結果 
皮膚表皮中の ENO1の発現分布 
 6名の健常女性腹部由来の皮膚組織中の ENO1を免疫蛍光染色により蛍光観察
した。その結果、6名のいずれの皮膚においても、角層には有核細胞が観察され
ず、不全角化は生じていなかった。ENO1の発現は、基底層から有棘層において
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観察されたが、角層ではその発現は急激に減少していた(Fig.3-1)。さらに、基
底層から有棘層と角層の ENO1の単位面積当たりの蛍光輝度値を比較したところ、
角層では、基底層から有棘層よりも有意に ENO1の発現が低下していることが示
された(P < 0.001)(Fig. 3-2)。尚、本研究では、20代と 60代の皮膚を取得す
ることができ、本題とは異なるが年齢別での解析を行ったが、角層で急激に減
少する点は共通しており、顕著な局在の違いは老若間で認められなかった。ま
た表皮以外の部位では、線維芽細胞や血管内皮細胞と予想される細胞内に発現
することが観察されたが、本研究では、解析の対象として扱わなかった。 
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Fig. 3-1 ヒト腹部皮膚における ENO1の局在 
 健常女性ヒト腹部皮膚の免疫蛍光染色の写真。写真はいずれも、角層側を上
面に示し、表皮と真皮が観察されている。 
赤：ENO1 青：細胞核 
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Fig. 3-2 角化による ENO1量の変化 
 基底層から有棘細胞まで（basal layer to spinous layer）を１とした際の
角層(Stratum Corneum)の発現量の規格値による比較示す。基底層から有棘細胞
に対し、角層では有意に ENO1の発現量が低下する。***p < 0.001 
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第４節 考察 
 本章において、健常な女性腹部の皮膚表皮中における ENO1量の分布を解析し
た。その結果、基底膜から有棘層での ENO1の発現に対し、角層では著しく低下
する様子が観察された。また、表皮 ENO1量が本研究で観察された 6名の皮膚は
いずれも不全角化が生じておらず、角層における核の存在は観られなかった。
このことから、ヒト表皮角化細胞中の ENO1は、角化の終末期である、有棘層上
部から核が消失して、角層細胞になる期間に急激に減少すると考えられた。ア
トピー性皮膚炎患者の皮膚表面の特徴として、不全角化による核が消失する前
の有核細胞が皮膚表層に多く存在することが知られている[80]。本研究で示さ
れた角化終末期で急激に減少することを踏まえると、アトピー性皮膚炎患者の
角層中で ENO1が高値であった原因は、不全角化により、有核細胞が多いことが
原因である可能性が考えられる。本研究では、アトピー性皮膚炎患者の皮膚表
皮組織を入手することは困難であり、正常に角化が進んだ健常女性の皮膚の観
察に限定されたが、今後、アトピー性皮膚炎患者の皮膚や、不全角化のヒトの
皮膚組織中の ENO１の発現を観察し、不全角化により ENO1が皮膚表層に高発現
しているか、検証する必要がある。 
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第４章 皮膚バリア機能との関係解析 
第１節 序論 
本論文第２章において、角層中 ENO1量が皮膚バリア機能と関係する可能性が
示唆された。ENO1は、細胞内において解糖系酵素として知られる他、細胞の成
長制御、低酸素耐性能、アレルギー反応などの様々な生理的プロセスに関係し
ていることが知られている[47-52]。特に、ENO1は、癌細胞や活性化された免疫
細胞の細胞膜に発現し、Plasminogen receptorとして機能し、細胞膜における
Plasminの働きを促進することが報告されている[53-57]。Plasminは、セリン
プロテアーゼの 1種で、細胞外マトリクスおよびタイトジャンクションを分解
することが知られている。皮膚では、創傷治癒時に表皮基底層において細胞分
裂や細胞遊走を促し、表皮構造の再構成に重要な働きをすると考えられている
[72]。一方、アトピー性皮膚炎患者の皮膚表面には Plasminが高発現しており、
TJｓの破壊を伴うバリア機能の低下に関わる可能性が示唆されている [73]。こ
れらのことから、アトピー性皮膚炎の皮膚表面に高発現した ENO1は、
Plasminogen receptorとして機能し、Plasmin活性を上昇させて皮膚バリア機
能を低下させる可能性が考えられる。そこで、本研究ではヒト表皮ケラチノサ
イトに ENO1を過剰発現させ、TJを構成するタンパク質の発現量、バリア機能の
指標である Trans-epithelial electrical resistance (TEER)値、細胞間接着状
態の蛍光観察を行った。次に、表皮ケラチノサイトにおいても Plasminogen 
receptorとして機能するか、ENO1と Plasminogenの共染色により観察し、
Plasminが細胞接着を破壊するか、plsaminogen添加時の細胞の様子をタイムラ
プス観察した。さらに、ENO1-Plasminogen結合阻害剤であるトラネキサム酸を
ENO1高発現のケラチノサイトに添加し、TJの構成タンパクの発現量、バリア機
能の評価を行い、ENO1によるバリア機能への影響が、Plasminを介しているか
調べた。 
 
第２節 実験方法 
４－２－１ 細胞培養 
Normal human epidermal keratinocytes (NHEK)細胞 (Lonza社) を EpiLife® 
Medium (Life Technologies社)を用いて培養を行った。細胞継代時には、0.01%
トリプシン/ 0.004% Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)により NHEK細
胞の接着を剥離させた。また、分化促進の際には、3mMの CaCl2を Humedia-KG2 
additive set (Kurabo社)に添加し、これを培地として用いて培養を行った。 
 
４－２－２ ENO1の過剰発現  
NHEK細胞に ENO1を過剰発現させるため、リポフェクション法を用いて遺伝子
導入を行った。まず、3µLの Fugene HD（Promega社）と 3µgの Control vector 
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(Promega社)または 3µgの ENO1 plasmid vector(Promega社)を 1mLの無血清培
地 Opti-MEM(Promega社)中に混合させて、30分間室温でインキュベートし、
mixtureを得た。あらかじめ 6 Well Plate（SUMIRON社）またはψ3.5mmのガラ
スボトムディッシュ（corning社）に 3x105cells/wellの濃度で播種し、播種 1
日後の培地を各条件の mixture 1mLに交換した。mixture添加後、2時間 37℃・
5%CO2下でインキュベートさせた後、培地を EpiLife® Mediumに交換し、さらに
37℃・5% CO2下で各試験による条件でインキュベートした。 
 
４－２－３ ENO1阻害剤、トラネキサム酸添加実験 
ENO1阻害剤またはENO1-PLG結合阻害剤のヒト表皮ケラチノサイトへの効果を
評価するため、10μg/ mL の Anti-ENO-1 Mouse monoclonal抗体（Abnova社）、
比較対象として 10μg/ mL の Anti-Mouse-IgG抗体（BD Biosciences社）の存
在下または非存在下でNHEK細胞を 37℃・5% CO2下で1時間インキュベートした。 
また、ENO1と plasmongenの結合を阻害した際の、ヒト表皮ケラチノサイトのバ
リア機能の評価を行うため、10mM のトラネキサム酸（Sigma-Aldrich社）を NHEK
細胞に添加し、37℃・5% CO2下で 1時間インキュベートした。 
 
４－２－４ Western blotting 
ENO1および TJの発現量を比較するため、Western blotting法により、各種
タンパクの検出を行った。細胞中のタンパクを抽出するため、6 Well plateに
播種した NHEK細胞に遺伝子導入し、導入後 3mM CaCl2を含む培地（４－２－１）
で 2日間培養した後、NHEK細胞中のタンパク質を 200uLの cell lysis buffer 
(120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.4% NP-40 and 1 mM Na3VO4) を 30
分間 4°Cで振盪させて溶出させた。抽出液を BCA protein assay kitを用いて
総タンパク量を定量し、タンパク濃度が均一なるよう各サンプルを希釈した。
さらに、15% SDS-ポリアクリルアミドゲル（BIO-RAD社）に各検体を添加し電気
泳動による質量に応じた分離を行い、さらに PDVF膜に転写した。転写した膜を
StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer を用いて室温で 30分間ブロッキング処
理を行った。ブロッキング処理後、後述の各 1次抗体を StartingBlock™ (PBS) 
Blocking Buffer 中に 5000倍で希釈し、各膜に添加し、4℃で 1晩インキュベ
ートした。残存した 1次抗体を 0.1% PBSTで洗浄除去し、各 1抗体に対する後
述の 2次抗体を StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer 中に 10000倍で希釈し
て添加後、室温で 1時間インキュベートした。残存した 2次抗体を 0.1% PBST
で洗浄除去し、さらに ECL prime western blotting detection reagent (GE 
Healthcare社)に浸潤させて 5分間インキュベートした後、LAS-4000（FUJIFILM
社）を用いて発光検出を行った。データ解析には、各サンプルの内部標準とし
41 
 
てβ-actinのシグナル値により各タンパクのシグナル値を補正し、さらに
controlを 1とした相対値による解析を行った。 
1次抗体：Anti-ENO1 mono clonal antibody (abnova社)、Anti-Claudin-1 poly 
clonal antibody (Abcam社)、Anti-Claudin-4 poly clonal antibody (Abcam
社)、 Anti-E-Cadherin poly clonal antibody (QED bioscience社)、 
Anti-occludin mono clonal antibody (Thermo Fisher Scientific社) Anti-
β-actin mono clonal antibody (SantaCruz Biotechnology社)。2次抗体: 
HRP-Rabbit-IgG (Invitrogen社)、anti-mouse monoclonal IgG (H + L) 
(Invitrogen社)。 
 
４－２－５ 表皮ケラチノサイトの TEER値 の測定 
表皮ケラチノサイトへの ENO1過剰発現や各種阻害剤のバリア機能への影響を
調べるため、TEER値を指標として、各条件の NHEK細胞の測定を行った。12 well 
Trans-well 0.4 μm polyester membrane inserts (Corning社)に NHEK細胞を
播種し、遺伝子導入後さらに 3mM CaCl2を含む培地（４－２－１）で 2日間分化
促進培養させた。TEER値は、Millicell-ERS voltmeter (Millipore社)を用い
て単位面積当たりの電気抵抗値(Ω･cm2)を各 well当たり 3回計測し、その平均
値を解析に用いた(Fig. 4-1)。 
 
４－２－６ 細胞免疫染色と蛍光顕微鏡観察  
ENO1を過剰発現させた細胞の TJの状態や、NHEK細胞内における ENO1および
Plasminogenの局在を観察するため、免疫蛍光染色を行った。コラーゲンコート
されたガラスボトムデッシュ（IWAKI社）に NHEK細胞を播種し、遺伝子導入し
て 2日後、4%パラフォルムアルデヒド/PBS（関東化学社）で、1時間 4℃で固定
し、さらに StartingBlock™ (PBS) Blocking Bufferを用いて 30分室温でブロ
ッキング処理を行った。ブロッキング処理後、各 NHEK細胞に後述の 1次抗体を
StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer 中に 500倍で希釈して添加し、3時間
室温で静置後、残存した 1次抗体を 0.1% PBSTで洗浄除去し、蛍光標識のため
後述の 2次抗体および細胞核染色用の DAPI(同仁化学社)を StartingBlock™ 
(PBS) Blocking Buffer 中にそれぞれ 1000倍、5000倍で希釈して添加し、1時
間室温で静置し蛍光ラベル標識した。蛍光観察には、走査型共焦点レーザー顕
微鏡 FV-1000（Olympus社）を用い、60x油浸対物レンズ（開口数 1.4）により
撮像を行った。 
1次抗体：Anti-ENO1 mono antibody (abnova社)、Anti-Plasminogen poly 
antibody (abnova 社) Anti-E-Cadherin poly antibody（QED bioscience社）。
2次抗体：Anti-mouseIgG Alexa-488（Invitrogen社）、Anti-goatIgG Alexa594
（Invitrogen社）。 
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４－２－７ Plasminogen添加時の細胞膜のタイムラプスイメージング解析 
 Plasminによるヒト表皮ケラチノサイトの細胞膜への影響を調べるため、NHEK
細胞への Plasminogen添加実験を行った。コラーゲンコートされたガラスボト
ムデッシュ（IWAKI社）に NHEK細胞を播種し、コンフルエントに増殖したこと
を確認した後、3mM CaCl2を含む培地（４－２－１）で 2日間分化促進培養を行
った。分化促進させた NHEK細胞の細胞膜を Cell-Mask (Thermo Fisher 
Scientific社)を用いてそれぞれ生細胞蛍光染色し、顕微鏡下で観察しながら、
Plasminogenの精製タンパク(和光純薬工業株式会社)を終濃度 10 μg/ml となる
ように添加し、細胞間接着の様子を観察した。観察には、走査型共焦点レーザ
ー顕微鏡 FV-1000（Olympus社）を用い、60x油浸対物レンズ（開口数 1.4）に
より、20 seconds/flameの速度で 20分間撮像を行った。 
 
４－２－８ 統計解析 
 統計解析は、2群間の比較検定は、スチューデントの t検定、多群間の比較検
定はウィルコクソンのサインランク検定にて行った。相関解析は、Pearsonの相
関解析法により検定を行った。全ての統計解析は、BellCurve for Excel ver.7.0
（ソーシャルサーベイリサーチインフォメーション株式会社）で実施し、p値が
0.05未満を統計学的に有意であると判断し * P < 0.05、** P < 0.01、*** P < 0.001
として表記した。エラーバーはいずれも標準偏差を示す。 
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Fig. 4-1 TEER値の測定方法と原理 
Transwell内に培養した細胞を単層シート状に増殖させた後、TransWellの内
外にそれぞれ電極を置いて微小交流電圧(Vac)を加え、インピーダンスを測定す
る。細胞層の TEER値は、周波数依存インピーダンスを等価回路で分析すること
によって測定され、細胞間隙短経路を示す。TEER値が高いほど、細胞間隙が少
ないことを示す。 
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第３節 実験結果 
４－３－１ NHEK細胞の ENO1過剰発現によるバリア破壊 
ヒト表皮ケラチノサイトにおける ENO1発現量と皮膚バリア機能の関係を明ら
かにするため、NHEK細胞への ENO1の過剰発現を行い、TJの構成タンパクの発
現量、TEER値、細胞接着状態の観察を行った。まず、NHEK細胞にリポフェクシ
ョン法により ENO1の過剰発現ベクターを遺伝子導入したところ、NHEK細胞での
ENO1発現が有意に増加したことを確認した（vs control: p = 0.005, vs control 
vector: p = 0.002）。次に、ENO1過剰発現させた NHEK細胞を分化促進させた
後、抗 ENO1 IgGまたは比較対象として Mouse IgG抗体の存在・非存在下におけ
る NHEK細胞の claudin-4、E-Cadherin、tricellulinおよび ocludinの発現量
を Western blotting法により検出した。その結果、NHEK細胞における claudin-4、
E-cadherin、tricellulin、occludin-1の発現量は、ENO1の過剰発現によって
有意に減少した（claudin-4 p = 0.023、E-cadherin: p = 0.032、tricellulin: 
p = 0.007、occludin-1: p < 0.001 いずれも control vectorを導入した NHEK
細胞との比較）。さらに、ENO1過剰発現による claudin-4、E-cadherin、
tricellulin、occludinの減少は、10μg/ mL の Anti-ENO-1 Mouse monoclonal
抗体の添加によって抑制されたが（claudin-4 p = 0.044、E-cadherin: p = 
0.018、tricellulin: p = 0.007、occludin-1: p = 0.028）、コントロールと
した 10μg/ mL の Anti-Mouse-IgG抗体を添加した際には抑制されなかった（Fig. 
4-1）。また、これらの条件下における NHEK細胞の TEER値を測定した。ENO1を
過剰発現させた NHEK細胞では、Controlベクターを導入した NHEK細胞に比べて
TEER値が低下したが（p = 0.008）、10μg/ mL の Anti-ENO-1 Mouse monoclonal
抗体の添加により、TEER値の減少は抑制され（P = 0.041）、Controlベクター
を導入した NHEK細胞の TEER値と同程度であった。一方、Anti-Mouse-IgG抗体
を添加した NHEK細胞の TEER値は、抑制されなかった（Fig. 4-2）。さらに、
ENO1を過剰発現させたNHEK細胞の細胞間接着の状態を免疫蛍光染色で観察した
ところ、細胞間隙が多く観察された(Fig. 4-3)。 
 
４－３－２ NHEK細胞における ENO1と Plasminogenの局在性と Plasminによる
細胞間接着への影響 
ENO1は、癌細胞や免疫細胞において Plasminogen receptorとして機能するこ
とが報告されている[53-57]。本研究では、ヒト皮膚ケラチノサイトにおいても
同様に Plasminogen receptor として機能するか検証するため、ENO1 と
Plasminogenの共染色を行い、局在の観察を行った（Fig. 4-4）。その結果、ENO1
および Plaminogenは共に、細胞膜に発現し、ENO1が強く発現している箇所にお
いて、Plasminogenが多く発現している様子が確認された。さらに、Plasminに
よるヒト皮膚ケラチノサイトの細胞間接着への影響を観察するため、ライブセ
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ルイメージングにより Plasmin 添加前後の細胞間接着の様子をタイムラプス観
察した。その結果、Plasminを添加すると、直後から細胞間接着が剥がれる様子
が確認され、細胞間隙が形成された(Fig. 4-5)。 
 
４－３－３ ENO1高発現 NHEK細胞へのトラネキサム酸の影響 
 ４－３－１の結果、ENO1の過剰発現によりヒト皮膚ケラチノサイトが形成す
るバリア機能が破壊されることが示された。さらに、４－３－２の結果から、
ENO1が癌細胞や免疫細胞と同様に NHEK細胞でも Plasminogen receptorとして
機能することが考えられ、Plasminは NHEK細胞の細胞間接着を破壊することが
示された。これらのことから、ENO1がヒト皮膚の表皮ケラチノサイトにおいて
も Plasminogen receptorとして機能し、Plasmin 活性を促進することにより、
バリア機能の破壊を行っていると考えた。そこで、ENO1を過剰発現させた NHEK
細胞に ENO1と Plasminogenの結合阻害剤として知られているトラネキサム酸を
添加し、ENO1の過剰発現によるバリア機能の低下が抑制されるか検証を行った。
まず、ENO1を過剰発現させた NHEK細胞にトラネキサム酸を 10mM添加した際の、
TJ構成タンパクの発現量を Western blotting法で検出した。その結果、本実験
でも、ENO1の過剰発現によって NHEK細胞の claudin-4、E-cadherin、tricellulin、
occludin-1の発現は有意に減少したが（claudin-4: p = 0.013、E-cadherin: p 
= 0.008、tricellulin: p = 0.019、occludin-1: p = 0.017 いずれも control 
vectorを導入した NHEK細胞との比較）、トラネキサム酸の添加により ENO1過
剰発現による claudin-4、E-cadherin、occludin-1の減少は有意に抑制され
（claudin-4: p = 0.016、E-cadherin: p = 0.016、occludin-1: p ＝ 0.004）、
tricellulinも抑制傾向が認められた (Fig. 4-6)。さらに、これらの細胞の TEER
値を測定したところ、ENO1の過剰発現による TEER値の減少（p = 0.037）は、
トラネキサム酸の添加により抑制された（p = 0.031）(Fig.4-7)。 
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Fig.4-1 ENO1を過剰発現した際の TJ構成タンパクの発現量 
ENO1を過剰発現させた NHEK細胞の anti-ENO1抗体または anti-Mouse IgGの
存在・非存在下における、NHEK細胞内の tricellulin、E-cadherin、Occuludin-1、
Claudin-4の Western blottingによる比較解析。グラフは、Control（表中の 1）
を 1とした際の規格値を示す。*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.01 
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Fig. 4-2  ENO1を過剰発現した際の TEER値 
ENO1を過剰発現した NHEK細胞の anti-ENO1抗体または anti-Mouse IgGの存
在・非存在下における、NHEK細胞の TEER値の比較グラフ。*p < 0.05、**p < 0.01。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
48 
 
 
 
 
 
  
 
Fig. 4-3 NHEK細胞の細胞間接着の状態 
左 Control vectorを遺伝子導入した際の NHEK細胞の写真 
右 ENO1 vectorを遺伝子導入した際の NHEK細胞の写真 
緑：細胞膜、白色矢印は、細胞間隙が広がっている部位を示す 
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Fig. 4-4 NHEK細胞の ENO1、Plasminogenおよび細胞核の 3重免疫蛍光染色像 
左 Plasminogenと細胞核の Merge画像 
中央 ENO1と細胞核の Merge画像 
右 3重蛍光染色の Merge画像。 
緑：Plasminogen、青：細胞核、赤：ENO1 
白色バーは 30µmを示す 
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Fig. 4-5 Plasmin添加前後の細胞間隙のタイムラプス画像 
左上から添加前、添加直前、以降添加後 2分おきのタイムラプス画像を示す 
白矢印は、細胞間接着が剥がれた部位を示し、白色バーは 30µmを示す。 
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Fig. 4-6 トラネキサム酸添加時の TJの構成タンパクの発現量 
ENO1を過剰発現した NHEK細胞のトラネキサム酸の存在・非存在下における、
NHEK細胞内の tricellulin、E-cadherin、Occuludin-1、Claudin-4の Western 
blottingによる比較解析。グラフは、Control(表中の 1)を 1とした際の規格値
を示す。*p < 0.05、**p < 0.01。 
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Fig. 4-7 PlasminTEER値 
ENO1を過剰発現した NHEK細胞のトラネキサム酸の存在・非存在下における、
NHEK細胞の TEER値。グラフは、Control(表中の 1)を 1とした際の規格値を示
す。*p < 0.05、**p < 0.01。 
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第４節 考察 
ENO1は、Plsaminogen receptor、α2-antiPlasmin inhibitorとして機能す
ることが報告されており,Plasminの活性を促進する[53-57,68]。Plasminogen
は、Plasminogen activatorによって Plasminに変化し、細胞間マトリクスを分
解し、癌細胞や免疫細胞では、細胞膜周辺に Plasminogenの濃度を上げること
により、細胞の浸潤や遊走を促進することが知られている[69-73]。皮膚におい
ては、アトピー性皮膚炎患者の皮膚表面において、Plasminの活性が高いことが
知られており、トラネキサム酸などの Plasmin阻害剤が治療薬として用いられ
ている[73]。本研究では、第２章および第 3章の研究結果から、皮膚バリア機
能と関係する可能性、不全角化により ENO1が皮膚表面に表出する可能性を示し
た。これらのことから、アトピー性皮膚炎患者の不全角化により高発現する ENO1
が Plasminの活性を亢進させる要因となり、アトピー性皮膚炎の悪化因子とな
る仮説が考えられた。そこで、本研究では、NHEK細胞に ENO1を過剰発現させて、
ENO1とバリア機能の関係について調べた。 
まず、表皮ケラチノサイトの ENO1発現量と皮膚バリア機能との関係を調べる
ため、NHEK細胞に ENO1を過剰発現させた際の TJ構成タンパクの発現量解析を
行った。その結果、TJを構成する claudin-4、E-cadherin、tricellulin、occludin
の発現量は、ENO1の過剰発現により低下し、このことから、ENO1の発現上昇は、
TJ構成タンパクの発現低下または、分解を誘導すると考えられた。また、皮膚
バリア機能との関係について調べるため、ENO1の過剰発現による NHEK細胞のバ
リア機能の指標である TEER値への影響を調べた。その結果、ケラチノサイトの
ENO1発現量に応じて TEER値が低下することが確認された。さらに、E-cadherin
の蛍光免疫染色像から、ENO1を過剰発現した細胞では、細胞間隙が増えている
様子が観察された。これらのことから、ENO1の過剰発現は、ヒト表皮ケラチノ
サイトにおけるバリア機能の低下をもたらすと考えられた。さらに、ENO1の
Plasminogen receptorとしての機能を確認するため、免疫蛍光染色法によりヒ
ト表皮ケラチノサイトにおける ENO1と Plasminogen局在を観察し、ENO1の細胞
膜における強発現部位において Plasminogenも多く局在している様子が観察さ
れ、過剰発現した ENO1が表皮ケラチノサイトにおいても癌細胞や免疫細胞と同
様に Plasminogen receptorとして働くと想定した。さらに、NHEK細胞に
Plasminogenを添加すると細胞間接着が拡がる様子が観察され、Plasminは、ヒ
ト表皮ケラチノサイトにおいて細胞間接着を脆弱化させると考えられた。これ
らのことから、NHEK細胞に過剰発現した ENO1は、Plasmin活性を促進すること
により、バリア機能を低下させると考えられた。そこで、ENO1と Plasminogen と
の結合阻害剤であるトラネキサム酸を、ENO1を過剰発現した表皮ケラチノサイ
トに添加したところ、過剰発現による TJの減少、TEER 値の低下が抑制された。
これらのことから、ヒト表皮ケラチノサイトにおいて、ENO1は Plasminを介し
54 
 
てバリア機能を低下させると考えられた。これらをまとめると、ENO１は、ヒト
表皮ケラチノサイトにおいても、Plasminogenレセプターとして機能し、
plasmionogenと結合し、膜における Plasmin濃度を上昇させ、さらに活性を促
進することで、TJの破壊およびバリア機能の低下をもたらすことが考えられる。 
健常者の皮膚では、角化最終段階で核消失とともに ENO1量は減少するが、ア
トピー性皮膚炎患者の皮膚表面では、不全角化により皮膚表面に ENO1が多く発
現する。ENO1はヒト表皮ケラチノサイトで Plasminogen receptorとして機能し、
Plasminの活性を高め、細胞間接着および皮膚バリア機能を低下させる(Fig. 
4-8)。しかし、本試験では、ENO1と Plasminogenの結合阻害剤として、トラネ
キサム酸を用いたが、トラネキサム酸にはその他の効果も考えられ、今後、ENO1
の Plasminogenとの結合部位を改変する方法や、Plasminogenと ENO1の結合部
位だけをペプチドとして作製したような、ENO1と Plasminogenの結合の特異的
な競合阻害剤などで、細胞やマウスにおける皮膚バリア機能の評価を行うこと
が重要と考えられる。ENO1の皮膚表面における阻害は、皮膚バリア機能を改善
する新たな標的となり得ると考えられる。 
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Fig. 4-8 皮膚中 ENO1と皮膚バリア機能との関係のモデル模式図 
健常の肌では、皮膚表面に ENO1の発現が少ないため、細胞膜に Plasminogen
は結合しにくく、Plasmin活性は促進されず、バリア破壊は抑えられる。一方、
アトピー性皮膚炎患者の皮膚では、不全角化によって皮膚表面まで ENO1が発現
し、Plasminogen receptor として働くことで、Plasminの産生・活性を促進し、
バリア機能破壊が進む。 
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総括 
アトピー性皮膚炎は、再発性の慢性疾患であり、病変部では皮膚の炎症に伴
い、かゆみが増し、掻破の刺激などによって、皮膚バリア機能の低下や被刺激
性の亢進、湿疹がますます悪化する負のスパイラルを生じうる。このことから、
アトピー性皮膚炎の発症を早期の段階で抑え、予防することが、疾患をコント
ロールする上で重要である。しかし、アトピー性皮膚炎の発症のメカニズムは、
非常に複雑であり依然として解明されていない。個々で臨床的特徴は異なり、
最善の治療法を選択するための診断には困難が伴う。これらの背景から、多様
な皮膚状態（特に発症前、初期段階の皮膚状態）を客観的かつ正確に評価する
指標を確立することは、重要な課題といえる。 
近年、角層細胞中のタンパク質をバイオマーカーとして評価する新たな皮膚
評価法が開発されている[44,45]。角層細胞は、テープストリッピング法により
非侵襲的かつ局所的に採取可能である。本研究では、アトピー性皮膚炎患者の
角層中に多く含まれる ENO1について、皮膚状態との関係、皮膚における発現分
布、表皮細胞における機能について調べ、アトピー性皮膚炎や皮膚状態を評価
する新たなバイオマーカーとしての可能性や、アトピー性皮膚炎の治療の新た
な標的としての可能性について検討を行った[46]。 
第 1章では、角層中 ENO1量について、多検体を安定的かつ特異的に定量する
方法として、Sandwich ELISA法を検討した。固相化および検出抗体、検量線用
精製タンパク抗原、希釈および抽出液について、196通りの組み合わせの中から
選定し、角層中 ENO1量を定量可能な Sandwich ELISA法を確立した。本方法に
おいてもアトピー性皮膚炎と健常者は、有意に異なることが示され、さらに、
その違いを定量的に算出することを可能とした。また、本方法では、アトピー
性皮膚炎と健常者の比較だけではなく、健常な皮膚における日常の変化も検出
可能な定量精度を有していることが示され、アトピー性皮膚炎を発症前の状態
でも評価できる可能性があると考えられた。 
第 2章では、新たに確立した Sandwich ELISA法を用いて、ENO1の皮膚状態と
の関係について調べた。まず、角層中 ENO1量の性差、部位差、日差変動、年齢
との関係について明らかとし、角層中 ENO1量は、性差、部位差があることを発
見し、日差の程度についても明らかとした。さらに、女性の頬部における角層
中 ENO1量と、角層水分量や TEWLを指標とした皮膚バリア機能の関係を解析し、
角層中 ENO1量と皮膚バリア機能との間に弱いながらも負の相関関係があること
を示した。また、角層の形態的特徴との関係を解析し、有核細胞率との相関性
を明らかとした。不全角化は、アトピー性皮膚炎の特徴の１つとして知られて
おり、アトピー性皮膚炎患者の角層中 ENO1量が高い原因は、不全角化にあると
考えられた。 
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第 3章では、ヒト皮膚組織中の表皮における ENO1の発現分布を解析した。皮
膚表皮中の ENO1 は、角化の最終末期に急激に減少することを発見し、これは、
角層中 ENO1量のアトピー性皮膚炎患者で高い発現をしている原因が、不全角化
にあるという仮説を裏付けた。 
第 4章では、第 2章で発見した皮膚バリア機能と関係があることと、ENO1が
癌細胞や免疫細胞で Plasminの活性を促進させるという過去の報告[53-57]を踏
まえ、ENO1のヒト表皮細胞における Plasminを介したバリア機能との関係につ
いて解析を行った。NHEK細胞に ENO1を過剰発現すると、TJ構成タンパクの発
現量低下、TEER値の低下、細胞間隙の増加が観察された。また、NHEK細胞で ENO1
と Plasminogenが共局在する様子や、Plasminogenを添加した際に NHEK細胞の
細胞間接着を脆弱化する様子が観察された。このことから、ENO1は、ヒト表皮
ケラチノサイトでも Plasminogen receptorとして働き、Plasminは細胞間接着
を破壊することが考えられた。さらに、ENO1-Plasiminogen結合阻害剤であるト
ラネキサム酸を ENO1過剰発現した NHEK細胞に添加したところ、ENO1過剰発現
によるバリア機能の低下を抑制した。これらの結果から、ヒト表皮ケラチノサ
イトにおいて ENO1は、Plasminogen receptorとして機能し、Plasmin活性を促
進し、表皮細胞のバリア機能を破壊することが示唆された。 
本研究の結果から、アトピー性皮膚炎患者の角層において ENO1が高発現する
原因について、不全角化が原因である可能性を示唆した。さらに、ENO1とバリ
ア機能との関係を見出し、細胞実験では、それが Plasminを介しているという
可能性について示した。本研究で見出した、ENO1が不全角化で皮膚表面に表出
することと、ENO1が Plasminを介してバリア機能を低下させるという結果は、
アトピー性皮膚炎患者の皮膚バリア機能破壊に ENO1が関わる可能性を見出した。
また、角層中 ENO1の評価は、不全角化や皮膚バリア機能の指標にもなり得ると
考えられた。現在、不全角化を評価するには、染色と観察が必要であり、皮膚
バリア機能の測定には、本研究で使用したような機器が必要である。テープス
トリッピング法と ELISA法による角層中バイオマーカーの評価は、短時間で多
検体の測定が可能であるとともに、非侵襲的で簡便に採取可能な上、検体を輸
送可能であることから、医療施設に行かなくても評価が可能となるなど、評価
方法の選択肢を広げることができる。さらに、角層中 ENO1量の分析により不全
角化やバリア機能を評価することにより、症状が悪化する前に発症をコントロ
ールする手段としても有用と成り得る。また、本研究では、ENO1がアトピー性
皮膚炎および皮膚バリア機能改善の新たな標的となる可能性があることを見出
した。本研究成果が、複雑なアトピー性皮膚炎の病因解明とその評価および治
療法の開発のための新たな引き金となることが期待される。 
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